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商洛野生牛耳大黄中３种成分含量测定及影响因素研究
贾文江，李 春，曹望弟，刘喜玲，李 宏
（陕西省商洛市药品检验所，陕西 商洛 ７２６０００）

摘要：目的 建立测定牛耳大黄中大黄素、大黄酚、大黄素甲醚含量的高效液相色谱法，并考察生长年限及保存时间对各成分含量的影响。

方法 色谱柱为 Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００－５Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －１％冰醋酸溶液（７５∶２５，Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，
检测波长为 ２５４ｎｍ，柱温为 ４０℃，进样量为 ２０μＬ。结果 大黄素、大黄酚、大黄素甲醚进样量线性范围分别为 ０．１１～１．０８μｇ
（ｒ１＝０．９９９９，ｎ＝５），０．０８～０．７６μｇ（ｒ２＝０．９９９５，ｎ＝５），０．０４～０．４４μｇ（ｒ３＝０．９９８３，ｎ＝５），平均加样回收率分别为 ９８．６２％，

９９．００％，１００．２８％，ＲＳＤ分别为０．１９％，０．１０％，０．７６％（ｎ＝６）；精密度、重复性、稳定性试验结果的 ＲＳＤ均小于２％。除１年生外，不
同生长年限、不同保存时间的样品３种成分总含量无明显差异。结论 该方法简便、快捷，结果准确、可靠，可用于商洛野生牛耳大黄药

材中大黄素、大黄酚和大黄素甲醚含量的同时测定。
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１．大黄素 ２．大黄酚 ３．大黄素甲醚

Ａ混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

牛耳大黄为蓼科植物皱叶酸模 ＲｕｍｅｘｃｒｉｓｐｕｓＬ．的
根，又名四季菜根、火风棠、羊蹄根犤１犦，主要化学成分为

大黄素、大黄酚、大黄素甲醚等，有清热凉血、化痰止咳、

通便杀虫功效，临床多用于治疗急性肝炎、慢性气管炎、

吐血、血崩、血小板减少性紫癜、大便燥结、痢疾、疥癣、

秃疮、疔、疖等。目前的牛耳大黄药材质量标准中仅有高

效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定其中大黄素、大黄酚和大黄
素甲醚的含量犤２－３犦。本研究中采用 ＨＰＬＣ法同时测定并
比较不同生长年限、不同生长时间商洛野生牛耳大黄中

大黄素、大黄酚和大黄素甲醚的含量，为全面控制其质

量奠定基础。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＬＣ－２０Ａ型高效液相色谱仪，包括紫外检测器（日

本岛津公司）；ＳＱＰ型电子分析天平（北京赛多利斯科学
仪器有限公司）；ＡＳ３０６００ＢＤＴ型超声波清洗机（天津奥
特赛恩斯仪器有限公司）。

１．２ 试药
大黄素对照品（批号为 １１０７５６－２００１１０，含量

９８．０％），大黄酚对照品（批号为１１０７９６－２０１６２１，含量
９９．２％），大黄素甲醚对照品（批号为１１０７５８－２００９１２，
含量 ９９．９％），均购自中国食品药品检定研究院；甲醇
为色谱纯，冰醋酸为分析纯，水为超纯水。

１．３ 药材
商洛野生牛耳大黄样品，经陕西省食品药品监督检

验研究院郭耀武主任药师鉴定为正品。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００－５Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：甲醇 －１％冰醋酸溶液（７５∶２５，Ｖ／Ｖ）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２５４ｎｍ；柱温：４０℃；进样
量：２０μＬ。
２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：取大黄素、大黄酚、大黄素甲醚对

照品各适量，精密称定，加甲醇溶解并定容，制成大黄

素、大黄酚、大黄素甲醚质量浓度分别为０．０５４，０．０３８，
０．０２２ｍｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。

供试品溶液：取样品粉末（过 ４号筛）２ｇ，精密称
定，置 １５０ｍＬ锥形瓶中，精密加入甲醇 ２５ｍＬ，称定质
量，２０℃超声（功率 ２５０Ｗ，频率 ５０ｋＨｚ）处理 ３０ｍｉｎ，
冷却，以甲醇补足减失的质量，滤过，取续滤液，经

０．４５μｍ微孔滤膜滤过，即得。
２．３ 方法学考察

系统适用性试验：取上述 ２种溶液各适量，按拟订

色谱条件进样测定，记录色谱，见图１。结果各相邻成分
间分离度较好（Ｒ＞１．５），理论板数以大黄素、大黄酚、
大黄素甲醚峰计均大于３０００。

线性关系考察：取２．２项下混合对照品溶液，分别进样
２，５，１０，１５，２０μＬ，测定，以对照品进样量（μｇ）为横坐标
（Ｘ）、峰面积值为纵坐标（Ｙ）进行线性回归，得回归方程，大
黄素为 Ｙ１＝３８０２３Ｘ１＋４８２８（ｒ１＝０．９９９９，ｎ＝５），大黄酚为
Ｙ２＝５５１２４Ｘ２－１６３１４６（ｒ２＝０．９９９５，ｎ＝５），大黄素甲醚为
Ｙ３＝１６００２Ｘ３＋５２１６．４（ｒ３＝０．９９８３，ｎ＝５）。结果表明，
大黄素、大黄酚、大黄素甲醚的进样量分别在 ０．１１～
１．０８μｇ、０．０８～０．７６μｇ、０．０４～０．４４μｇ范围内与峰面
积值线性关系良好。

精密度试验：精密量取 ２．２项下混合对照品溶液
２０μＬ，按拟订色谱条件连续进样 ６次，测定。结果大黄
素、大黄酚、大黄素甲醚峰面积的 ＲＳＤ分别为０．３１％，
０．４５％，０．６２％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 ２．２项下供试品溶液 ２０μＬ，室温
下分别放置 ０，２，４，８，１２，１８，２４ｈ时进样，按拟订色谱
条件进样测定。结果大黄素、大黄酚、大黄素甲醚的

ＲＳＤ分别为 ０．１７％，０．１０％，０．０７％（ｎ＝７），表明室
温下供试品溶液在 ２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：取同一批样品粉末（过 ４号筛）６份，
依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，并计

算大黄素、大黄酚、大黄素甲醚含量，结果的 ＲＳＤ分别
为０．８２％，１．０３％，１．１８％（ｎ＝６），表明方法重复性较好。

加样回收试验：称取已知含量的同批次样品粉末

（过 ４号筛）２．０ｇ，精密称定，平行 ６份，分别精密加入
大黄素、大黄酚、大黄素甲醚质量浓度为０．１００９，０．０９９２，
０．０５００ｇ／Ｌ的混合对照品溶液各 ３．０ｍＬ，依法制备供
试品溶液，按拟订色谱条件进样，测定峰面积，计算回收

率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

按拟订色谱条件，测定不同生长年限、不同保存时

间样品的含量。结果见表２。
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取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

Ａ
２．００１５
２．００１９
２．００３３
２．００３６
２．００１１
２．００１９

Ｂ
２．００１５
２．００１９
２．００３３
２．００３６
２．００１１
２．００１９

Ｃ
２．００１５
２．００１９
２．００３３
２．００３６
２．００１１
２．００１９

Ａ
０．２７７１
０．２７７２
０．２７７４
０．２７７４
０．２７７１
０．２７７２

Ｂ
０．１７９５
０．１７９６
０．１７９７
０．１７９７
０．１７９５
０．１７９６

Ｃ
０．１３６４
０．１３６４
０．１３６５
０．１３６５
０．１３６４
０．１３６４

Ａ
０．３０２８
０．３０２８
０．３０２８
０．３０２８
０．３０２８
０．３０２８

Ｂ
０．２９７６
０．２９７６
０．２９７６
０．２９７６
０．２９７６
０．２９７６

Ｃ
０．１５００
０．１５００
０．１５００
０．１５００
０．１５００
０．１５００

Ａ
０．５７５５
０．５７５８
０．５７５１
０．５７６９
０．５７５８
０．５７５９

Ｂ
０．４７４２
０．４７３８
０．４７４３
０．４７４８
０．４７４０
０．４７４２

Ｃ
０．２８５６
０．２８７２
０．２８６８
０．２８８２
０．２８７９
０．２８５４

Ａ
９８．５５
９８．６１
９８．３２
９８．９１
９８．６５
９８．６５

Ｂ
９９．０３
９８．８６
９８．９９
９９．１６
９８．９６
９８．９９

Ｃ
９９．４７
１００．５３
１００．２０
１０１．１３
１０１．００
９９．３３

Ａ

９８．６２

Ｂ

９９．００

Ｃ

１００．２８

Ａ

０．１９

Ｂ

０．１０

Ｃ

０．７６

生长年限

１年

２年
多年

１年

２年
多年

保存时间（月）

２
２
２
１４
１４
１４

大黄素

０．０２５２
０．１２０１
０．１３８６
０．０２４３
０．１０１６
０．１１５０

大黄酚

０．０５２１
０．０７９７
０．０８９９
０．０５４６
０．１０２７
０．１１５１

大黄素甲醚

０．０２５８
０．０６９６
０．０６８３
０．０２５３
０．０７１３
０．０７７６

表１ 大黄素、大黄酚、大黄素甲醚加样回收试验结果（ｎ＝６）
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表２ 样品中３种成分含量测定结果（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）

注：Ａ为大黄素，Ｂ为大黄酚，Ｃ为大黄素甲醚。

３ 讨论

本研究中参考文献犤４－１８犦，分别选取加甲醇
２５ｍＬ超声（功率２５０Ｗ，频率５０ｋＨｚ）１５，３０，４５ｍｉｎ，发
现超声 ３０ｍｉｎ内样品提取最充分；同时分别在 ２０℃
（常温）与５０℃条件下进行，结果含量无明显差异；同时
考察了甲醇加热回流１ｈ、三氯甲烷超声提取、甲醇超声
提取等方法，发现甲醇超声提取法快捷、简便、安全，故

选择甲醇超声提取法。

流动相考察了甲醇与 １％冰醋酸溶液不同比例
（６０∶４０，７５∶２５，８０∶２０，Ｖ／Ｖ）的试验结果，发现样品
和对照品在以甲醇 －１％冰醋酸溶液（７５∶２５，Ｖ／Ｖ）为
流动相时３个指标成分色谱峰分离度最好，理论板数最
高，重复性最好，故本研究中采用甲醇－１％冰醋酸溶液
（７５∶２５，Ｖ／Ｖ）为流动相。

比较不同生长年限样品含量结果，可见，１年生的
上述３种成分含量最低，２年生的比多年生的含量稍偏
低；同一多年生但保存时间为１４个月与 ２个月的样品
含量比较发现，大黄素含量减少，而大黄酚含量增加，

大黄素甲醚含量基本不变，三者总含量变化不大。

综上所述，该方法简便、快捷，结果准确、可靠，可用

于商洛野生牛耳大黄药材中大黄素、大黄酚和大黄素甲

醚含量的同时测定。
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